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1．背景及び目的

　柿（Diospyros kaki）は中国を原産とする果物で，食用や
薬あるいは染料や塗料として用いられてきたなじみ深い
果物である．柿は完全甘柿，不完全甘柿，渋柿に分類さ
れ，日本では富有柿，次郎柿，市田柿など様々な品種が存
在する．現時点での柿の生産量は 22 万トンとされ，世界
第３位の生産量である．しかし，柿は加熱処理に不向きで
生食，干柿として消費されることが多く，他の果物に比べ
て消費形態は多様ではない．また，毎年 2 割程度は摘果し
た果実や規格外果実が発生すると推定され，それらの処分
にはコストがかかる．しかし柿は，葉に抗アレルギー成
分であるアストラガリン1），蔕はトリテルペノイド類を含
み，しゃっくり止めの漢方薬として利用されている2）．果
実や果皮には抗肥満に関与するとされるβ- クリプトキサ
ンチンといった機能性成分を含有している3）．また，柿に
はタンニンをはじめとした柿ポリフェノールが含まれてい
る4）．すなわち，柿そのものが機能性食品であるが，消費
形態の少なさから未利用資源としての側面もあわせ持つ現
状がある．このため，柿を有効活用する試みとして，その
機能性に注目した様々な研究がなされてきた．発酵につい
ては，柿果実由来の乳酸菌を用いた柿シロップ乳酸発酵飲
料5）や，柿を乳酸発酵させたものを，豚の飼料として用い，
疾病を予防するといった試みがなされている6）．しかし，
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柿の発酵に用いられる微生物の多くは乳酸菌や酵母，酢酸
菌である．そこで我々は柿の発酵に関する報告がなかった
黒麹菌に注目した．我々はこれまでに黒麹菌を用いて富有
柿幼果の簡易な固体発酵法を確立し，発酵により機能性が
増強したことを報告した7）．富有柿幼果の黒麹菌発酵物は，
β- リパーゼ阻害活性（吸収阻害型抗肥満），ACE 阻害活
性（血圧上昇抑制）が増強されたため，同発酵物が機能性
素材として活用できる可能性を示した．また，富有柿幼果
発酵物について加熱を用いた殺菌処理に関する検討を行っ
た結果，加熱条件下においても機能性は維持され，条件に
よっては増強することを報告した8）．しかしこれまでは富
有柿幼果のみを対象とした検討であり，確立した固体発酵
法が富有柿の成熟果やその他渋柿にも適用可能かどうかは
不明であった．そこで，富有柿成熟果，渋柿 4 種（西条，
平核無，愛宕，市田）に対して黒麹菌を用いた発酵を同様
に行い，各種機能性及び成分を調べたので報告する．

2．実験方法

2.1．使用菌株
　発酵菌は黒麹菌（Aspergillus awamori NBRC4033）を用
いた．これらは NBRC（Biological Respirce Center, NITE）
より購入した．
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2.2．発酵原料
　原料は甘柿より富有柿幼果，富有柿成熟果，渋柿からは
西条柿，愛宕柿，平核無，市田柿を選択した．富有柿幼果
および成熟果，西条柿，愛宕柿，市田柿，平核無は奈良県
農業開発センターの協力のもと，9 月～ 11 月にかけてサ
ンプリングを行ったものを用いた．これらのサンプルは
収穫後，皮，へた，果肉，種に分け，部位ごとにまとめ，
-20℃で保存した．発酵には果肉を用いた．

2.3．発酵法
　各試料の果肉部約 40 g を 100℃の熱水で 5 秒間煮沸処
理し，滅菌済みビーカーに移した．一部をサンプリング
し，未発酵の試料（0 日目）とした．その後，滅菌済みス
テンレス鋏にて細断した試料を滅菌済み試験管あるいは
300 ml バッフルフラスコに移し，通気性があるシリコ栓
で密封した．種菌は黒麹菌をポテトデキストロース寒天斜
面培地（Difco Laboratories）で 35℃，3 日間培養したも
のを用いた．滅菌水 10 ml で懸濁後，胞子懸濁液 2.0 ml を
幼果に添加し，好気条件下，35℃で 7 日間発酵を行った．
同発酵における N 数はそれぞれ 3 とした．

2.4．抽出法
　発酵終了後，水を用いて 4℃，4 日間抽出を行った．抽
出液を減圧乾固したのち 10％（w/v）となるようにそれ
ぞれの溶媒に再溶したものを試料溶液とした．得られた試
料溶液をβ-リパーゼ阻害活性，アンジオテンシン変換酵
素阻害活性，ポリフェノール量の測定，DPPH ラジカル消
去活性，LC/MS 分析に供した．

2.5．β-リパーゼ阻害活性測定
　測定法は既法のものを一部改変して用いた9）．基質は 4-
メチルウンベリフェロンのオレイン酸エステル（4-MUO）
を用い，精製した 4- メチルウンベリフェロン（4-MU）の
蛍光を測定することにより実施した．基質溶液および酵
素液の調製には 150 mM NaCl と 1.36 mM CaCl2 を含む
13.0 mM Tris-HCl 緩衝液（pH 8.0，緩衝液 A）を用いた．
活性測定は以下の通りに実施した．水で適宜希釈した試料
25 µl を 96 穴マイクロプレートに添加後，基質（0.1 mM 
4-MUO DMSO 溶 液 を 緩 衝 液 A に て 10000 倍 に 希 釈 し
たもの）を 50 µl 添加，37℃で 5 分間プレインキュベー
トした．酵素は豚膵臓由来β-リパーゼを用い，酵素液 

（0.5 mg/ml）を 25 µl 添加後，37℃で 30 分酵素反応を行っ
た．反応終了後，0.1 M クエン酸ナトリウム（pH 4.2）緩
衝液を 50 µl 添加し，反応を停止させた．遊離した 4- メチ
ルウンベリフェロンの蛍光（励起波長 35.5 nm，蛍光波長
46.0 nm）を蛍光プレートリーダー（FLUOstar Optima，
BMG LABTECH 社）で測定した．空試験区として，基質
および試料を加えて 37℃，30 分静置し，クエン酸緩衝液
を添加したのちに酵素液を加えたものを準備した．試料の
代わりに水を添加，同様の反応を行ったものを対照区とし

た . 対照区に対する試験区の残存活性より阻害率を求め，
50％阻害濃度（IC50，µg/ml）を算出した．残存活性は以
下の式によって求めた．
残存活性（％）＝｛（試験区 4-MU 量−空試験区 4-MU 量）
／対照区 4-MU 量｝× 100

2.6．アンジオテンシン変換酵素（ACE）阻害活性測定
　阻害活性は，ACE kit-WST を用いて調べた．付属のマ
ニュアルに従い各抽出物の ACE 阻害活性を測定した．同
キットは 3-Hydroxybutyryl-Gly-Gly-Gly（3HB-GGG）より
遊離した 3-Hydroxybutyric acid（3HB）を酵素法にて検
出する方法である．測定は 96 穴プレートを用い，分光光
度計（µQuant，BIO-TEK 社）にて 450 nm の吸光度を測
定した．付属のマニュアルに従い阻害率を求め，50％阻害
濃度（IC50）を算出した． 

2.7．DPPHラジカル消去活性
　抗酸化活性の定量は既報に従った10）．試料溶液を適宜希
釈後，96 穴プレートに 100 µl 添加した．0.2 M DPPH エ
タノール溶液 100 µl 添加したのち攪拌，混合した．室温
で 30 分静置し，520 nm の吸光度をマイクロプレートリー
ダー（µQuant，BIO-TEK 社）で測定した．このとき，標
準試薬として Trolox を用いた．検量線を作成したのち，
抗酸化能を Trolox 相当量（µmol-trolox 相当量 /1.0 g）で
算出した．

2.8．総ポリフェノール量測定
　ポリフェノール量の定量は，既報に従いフォーリン・
チオカルト法を用いた11）．適宜希釈した試料溶液 90 µl に
50％フォーリン・チオカルト溶液を 450 µl 添加し，攪拌
した．3 分静置したのち，0.4 M 炭酸ナトリウム水溶液を
450 µl を添加し，55℃で 5 分間反応を行った．反応後 30
分間放冷し，反応液を 96 穴プレートに分注し，765 nm
における吸光度をマイクロプレートリーダー（µQuant，
BIO-TEK 社）で測定した．没食子酸エタノール溶液を用
いた検量線を作成し，試料 1.0 g あたりの没食子酸相当量

（mg- 没食子酸相当量 /1.0 g）として算出した．

2.9．発酵物抽出液のLC/MS分析
　発酵物抽出液の LC/MS 分析は，試料液をフィルター
ろ過したのち，ポジティブイオンモードで測定した．LC/
MS 装 置 は Agilent Technologies 6430 triple Quad LC/
MS（アジレントテクノロジー社），カラムは逆相カラム
の Scherzo SS-C18（150 mm × 2 mm-i.d.， 粒 径 3 µm，
Imtact 社），移動相として A 液は酢酸とギ酸をそれぞれ
0.2％となるように添加した水溶液，B 液は 200 mM 酢酸
アンモニウム水溶液とメタノールを 1：1（v/v）で混合し
たものを用いた．流速は 0.3 ml/min，カラム温度は 45℃
に設定した．B 液 2％で 3 分間保持したのち，B 液を 11
分かけて 2％から 45％に上げ，10 分かけて B 液を 100％
まで上げるグラジエントプログラムとした．注入量は 3 µl
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とした．イオン化は ESI（Electrospray Ionization）法で，
走査範囲は m/z 100-1000，フラグメンター電圧を 100 V，
乾燥窒素ガス（350℃）を毎分 10 L，ネブライザー圧を 
55 psi，キャピラリー電圧は 4000 V とした．

3．結果

3.1．黒麹菌による発酵時の変化
　黒麹菌はいずれの成熟果においても良好な生育がみられ
た。黒麹菌は渋柿のタンニン存在下でも生育が阻害されな
いことを示した．いずれの成熟柿も，富有柿幼果で見られ
たような果肉の色の変化，あるいは軟化や溶解といった現
象は見られなかった．また，柿幼果の発酵物と同様に発酵
にともなう悪臭の発生はみとめられなかった．

3.2．柿発酵物のβ -リパーゼ阻害活性
　各発酵物のβ- リパーゼ阻害活性を測定し，比較した

（表 1）．値は低ければ低いほど高い阻害活性を有するこ
とを示す．富有柿成熟果は発酵によりβ-リパーゼ阻害
活 性 が 約 3 倍 に 増 加 し た が（IC50=6390.5 ± 1576.3 µg/
ml），幼果と比較すると低い阻害活性にとどまった．西条
柿（IC50=11.1 µg/m ｌ± 3.9）や平核無（IC50=131.5 µg/
m ｌ± 24.0）では発酵により機能性が増強した．市田柿
は未発酵状態ではβ-リパーゼ阻害活性を示さなかった
が，発酵によって阻害活性を示した（IC50=451.5 µg/m ｌ
± 389.0）．一方，愛宕柿では未発酵の状態で高いβ-リパー
ゼ阻害活性（IC50=7.1 µg/ml）を有していたが，発酵によ
る機能性の増強は見られなかった．

表 1　甘柿および渋柿成熟果発酵物のβ-リパーゼ阻害活性

試料名
β-リパーゼ阻害活性（IC50=µg/ml）

0 日目 7 日目

富有柿（幼果） 246.8 28.0 ± 10.3

富有柿（成熟果） 19326.7 6390.5 ± 1576.3

西条柿（成熟果） 1922.6 11.1 ± 3.9

愛宕柿（成熟果） 7.1 8.9 ± 4.3

平核無（成熟果） 1125.2 131.5 ± 24.0

市田柿（成熟果） ― 451.5 ± 389.0

3.3．柿発酵物のACE阻害活性
　各発酵物の ACE 阻害活性を測定し，比較した（表 2）．
値は低ければ低いほど高い阻害活性であることを示す．富
有柿幼果とは異なり，富有柿成熟果は発酵前および発酵後
において ACE 阻害活性を示さなかった．愛宕柿は，未発
酵状態で ACE 阻害活性（IC50=621.5 µg/ml）を有し，発
酵によって阻害活性が増強する傾向を示した（IC50=556.4
± 20.2 µg/ml）．西条柿，平核無，市田柿では，未発酵状
態において ACE 阻害率がいずれも約 40％と弱い阻害活性
であったが，いずれも発酵による増強が見られた．

表 2　甘柿および渋柿成熟果発酵物の ACE 阻害活性

試料名
ACE 阻害活性（IC50=µg/ml）

0 日目 7 日目

富有柿（幼果） 743.5 363.5 ± 77.3

富有柿（成熟果） ― ―

西条柿（成熟果） ― 667.1 ± 17.1

愛宕柿（成熟果） 621.5 556.4 ± 20.2

平核無（成熟果） ― 698.8 ± 25.2

市田柿（成熟果） ― 573.2 ± 60.7

3.4．柿発酵物の総ポリフェノール量
　各発酵物の総ポリフェノール量を測定し，比較した（表
3）．発酵にともなう総ポリフェノール量の増加が見られた
のは西条柿（2.7 ± 0.5 mg- 没食子酸相当量 /1.0 g）であっ
た．富有柿成熟果，平核無および市田柿では増強は見られ
なかった．一方，愛宕柿では発酵にともなうポリフェノー
ル量の減少（3.9 ± 0.5 mg- 没食子酸相当量 /1.0 g）が見
られた．渋柿における発酵時のポリフェノール量の変化は
品種によって相違が見られた．

表 3　甘柿および渋柿成熟果発酵物の総ポリフェノール量

試料名
ポリフェノール量

（mg- 没食子酸相当量 /1.0 g）
0 日目 7 日目

富有柿（幼果） 2.5 5.1 ± 0.2

富有柿（成熟果） 1.2 1.3 ± 0.08

西条柿（成熟果） 0.7 2.7 ± 0.5

愛宕柿（成熟果） 8.9 3.9 ± 0.5

平核無（成熟果） 1.3 1.1 ± 0.1

市田柿（成熟果） 1.3 0.6 ± 0

3.5．柿発酵物のDPPHラジカル消去活性
　各発酵物の DPPH ラジカル消去活性を測定し，比較し
た（表 4）．各発酵物の DPPH ラジカル消去活性はポリフェ
ノール量と同じ傾向を示した．発酵により DPPH ラジカ
ル消去活性が増加したのは西条柿（243.1 ± 17.7 µmol- ト
ロロックス相当量 /1.0 g）で，発酵にともなう減少がみら
れたのは愛宕柿であった．西条柿および愛宕柿ではポリ
フェノール量と DPPH ラジカル消去活性に関与する化合
物に何らかの関連がある可能性を示唆した．
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表 4　甘柿および渋柿成熟果発酵物の DPPH ラジカル 
　　　消去活性

試料名
DPPH ラジカル消去活性

（µmol-トロロックス相当量 /1. 0 g）
0 日目 7 日目

富有柿（幼果） 2.5 5.1 ± 0.2
富有柿（成熟果） 24.6 25.9 ± 0.6
西条柿（成熟果） 124.3 243.1 ± 17.7
愛宕柿（成熟果） 1487.9 250.7 ± 6.0
平核無（成熟果） 169.4 162.1 ± 8.3
市田柿（成熟果） 130.6 116.8 ± 6.0

3.6．各発酵物のLC/MS分析
　柿発酵物の抽出液について LC-MS 分析を行い，比較し
た．得られたクロマトグラム上で相違が顕著であった前
半部分を抜粋して図 1および図 2に示した．富有柿幼果
と成熟果において，発酵 0 日目のクロマトグラムにて検

出されたピークに相違が見られ，それぞれが含有する成分
が異なることを示した（図 1）．いずれも発酵にともなう
ピークの消失が見られたが，発酵 7 日目でのクロマトグラ
ムにおいて顕著なピークの差は見られなかった．同様に，
渋柿発酵物抽出液について LC-MS 分析を行った．未発
酵（0 日目）の抽出液を比較すると，保持時間 2.0 min ～
10.0 min において検出されたピークは品種による相違が見
られた（図 2）．このことは，渋柿の品種ごとに出発物質
となる成分の種類や含有量に相違があることを示した．こ
れらのピークの中には発酵によって消失するものと，発酵
によって新たに出現するものとに分かれた．西条柿および
愛宕柿では 5.0 min から 10.0 min の間に検出されたピーク
の多くが発酵にともない消失した．市田柿でもピークの消
失が見られたが，発酵後のクロマトグラムで検出された
ピークは西条柿や愛宕柿とは異なっていた．平核無は発酵
後，新たなピークが検出された．このことから，渋柿にお
いては品種毎に発酵生成物が異なる，もしくは異なる代謝
系で発酵が行われている可能性が示唆された．

図 1　富有柿幼果発酵物抽出液および成熟果発酵物抽出液の LC/MS 分析

図 2　渋柿発酵物抽出液の LC/MS 分析
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4．考察

　これまで，黒麹菌を用いた富有柿幼果の発酵および発酵
にともなう機能性の増強を調べ，様々な検討を行ってきた．
確立した発酵法が富有柿成熟果や渋柿の他品種に適用可
能かどうかを調べることは柿の利用形態の多様化という試
みの上で重要であった．富有柿では黒麹菌は幼果を素材と
した時は，β- リパーゼ阻害活性や ACE 阻害活性が増強
したが，成熟果ではβ- リパーゼ阻害活性のみ弱い活性の
増加が見られた．LC/MS 分析の結果，発酵前の幼果と成
熟果では含有する成分に相違が見られた．このことは，発
酵時の出発物質が幼果と成熟果で異なることを示すもので
あったが，発酵後のクロマトグラムにおいては顕著な相違
が見られなかった．しかし，β- リパーゼ阻害活性の増強
では両者に顕著な差が見られたことから，今回の分析では
検出できなかった成分が活性の増強に関与した可能性が考
えられた．これらのことより，富有柿においては発酵によ
る機能性増強は幼果にのみ適用できることが示唆された．
しかし，富有柿成熟果の発酵液は発酵によって従来の甘さ
に酸味が加わった味を呈したことから，機能性の増強は顕
著ではなかったが，発酵による風味の変化という点では成
熟果についても検討の余地があると考えられる．
　一方，渋柿成熟果を素材とした場合は，各種機能性の増
強および成分において品種ごとに相違が見られた．β- リ
パーゼ阻害活性では西条，市田および平核無において機能
性の増強が見られ，元から高い阻害活性を有している愛宕
柿では活性がやや減少した．ACE 阻害活性ではそれぞれ
の柿について阻害活性の増加が見られ，ポリフェノール量
や DPPH ラジカル消去活性では西条柿のみ増加した．こ
れらの傾向をまとめると，市田および平核無ではリパーゼ
阻害活性および ACE 阻害活性のみが増強し、富有柿幼果
発酵物と同じ傾向を示した．西条柿はこれら 4 種の機能性
について増強を示したが，愛宕柿では ACE 阻害活性を除
き，活性が減少した．愛宕柿の LC/MS 分析において未発
酵時に検出されたピークの中には発酵にともない消失した
ものも見られた．また，愛宕柿はβ- リパーゼ阻害活性や
ポリフェノール量および DPPH ラジカル消去活性が他の
柿よりも高い値を示しており，果実そのものが高い阻害活
性や機能性を有していた．これらのことより，愛宕柿があ
らかじめ含有していた機能性成分が発酵の影響を受け，減
少あるいは消失した可能性が考えられた．さらに，各渋柿
の含有する成分あるいはその成分量は品種によって著しく
異なっていた．このことは，黒麹菌による発酵において，
代謝系や代謝産物，化合物変換のタイミングに大きく影響
を与えたことが考えられた。それらの結果，渋柿成熟果を
素材とした黒麹菌による発酵は，品種ごとに機能性の増強
傾向の相違に至ったことが考えられた．
　今回の検討では黒麹菌を用いた発酵法は渋柿である西
条，市田および平核無において機能性を増強することが示
された．しかし，機能性の増強および傾向は品種ごとに異
なっていた．このことは，渋柿においては品種ごとの検討

が必要であることを示したが，得られる機能性成分もまた
多様である可能性を示すものであった． 
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